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(microRNA-494は骨格筋においてmtTFA、 Foxj3を介してミトコンドリアの
バイオジェネシスを調節する。 )
【目的】骨格筋のミトコンドリア機能障事は、糖尿病発症の原因となることが示唆され
ている。そのため、骨格筋におけるミトコンドリアの量的、機能的な調節メカニズムの
解明は糖尿病の新たな治療標的となる可能性があり、数多くの研究が行われてきたが未
だ不明な点も多い。 MicroRNA(miRNA)は長さ約20bpの1本鎖non-coding RNAであり、
標的遺伝子の3'UTR部に結合することでその弟環を転写後に調節する。骨格筋におい
てもいくつかのmiRNAが様々な遺伝子を調節することで重要な機能制御に関わること
が知られている。本研究ではmiRNAによる骨格筋のミトコンドリアのバイオジェネシ
スにおける役割を検討した。
(方法】 C2C12筋芽細胞を腸管細胞に分化させるとミトコンドリアDNA(mtDNA)の増
加や種々のミトコンドリア蛋白の増加が観察される。マイクロアレイで分化前後の
miRNA発現を網羅的に解析し、ミトコンドリアのバイオジェネシスに関与する可能性
を有するm況NAのスクリーニングを行った。また各miRNAの樺的遺伝子をweb上の
予測プログラムを用いて検索し、ミトコンドリアのバイオジェネシスと関与していると
考えられるmiRNAと標的遺伝子の組み合わせ(miR-494 I mtTFA,Foxj3)を選別した。
次に培養C2C12細胞において、 miR-494の過剰発現およびノックダウン実験を行い、
mtDNAコピー数をqPCR粒にて、榛的遺伝子の蛋白発現量をウエスタンプロッテイン
グ払、 mmA発現量をRT-qPCR掛こて測定した。更に、 miR-494が直接標的遺伝子を
調節しているかを確認するため、横的遺伝子の3'UTRを用いたレポーターアツセイを
行った。
またin vivoにおけるmiR-494とミトコンドリアのバイオジェネシスの関係を評価す
るため、バイオジェネシスが起こることが知られている持久的運動(1日2時間、 7日
間の水泳)をC57】〕u6Iマウスに負荷し、俳腹筋中のmiR-494量の変化をRT-qPCR陰
にて測定した。
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【結果】 microarrayの唐果、培養C2C12細胞の分化前後で3程のmiRNA (miR-206、
miR-133a、 miR-133b)が有意に増加し、 1種のmiRNA (miR-494)が有意に減少してい
た。複数のmiRNA額的連伝子撫索プログラムを用いて各miRNAの横的遺伝子を予測
したところ、miR-494はmtTFAおよびFoxj3を標的としていることが確認された。mtTFA
はmtDNAの複製に関与することが、 Foxj3はミトコンドリアが豊富な準筋の分化に関
与することが知られている。これらの標的遺伝子は、 C2C12分化に伴い転写後に変化し
ており、 miRNAによって御節されている可能性が示唆された。
培養C2C12細胞において由GFP-miR494発現ベクターの過剰発現を行ったところ、
mtDNAコピー数は有意に減少し、その際mtTFAおよびFoxjコのmKNA発鄭ま変化しな
かったものの、蛋白発現量は有意に.械少していた。また内因性のmiR-494を
antisense-inhibitorによりノックダウンしたところ、 mtDNAコピー数は有意に増加し、
mtTFA、 Foxj3の発現はmRNAレベルでは変化を罷めないものの、蛋白レベルで増加し
た。このことから、 miR-494は転写後にmtTFAおよびFoxj3を調節し、ミトコンドリア
のバイオジェネシスに関与することが示された。
mtTFAおよびFoxj3の3'UTRを用いたレポーターアッセイにおいて、miR-494の過剰
発現またはノックダウンにより、活性の低下、上昇がそれぞれ絡められた一方、 miR-494
結合部位に変異を導入した変異型では変化が務められなかった。このことから、 IniR-494
はmtTFA、 Foxj3を直接の標的として調節していることが示された。
またC57BL/6Jマウスに持久的運動(1日2時間、 7日間の水泳)を負荷し、俳腹筋中
のmiR-494を測定したところ、運動を負荷しない対席群と比較し、運動群では有意に減
少していることが確乾された。また、標的遺伝子であるmtTFA、 Foxj3は運動負荷によ
り増加している事が示された。
[考察1本研究により、 miR-494が骨格筋においてミトコンドリアのバイオジェネシス
を調飾していることが示された。その調蔀は少なくとも、 mtDNA、 Fo葡3の2種の転写
因子の3'UTR部位に直接結合し、制御していることによると考えられた。
持久的運動負荷時、 miR-494はその菟畢畳が低下していることが静められ、運動によ
るミトコンドリアのバイオジュネシスにも関与している可能性が示唆された。
miR-494の発現畳を低下させる、またはその働きを阻害する分子を導入することで骨
格筋におけるミトコンドリアの量的な機能不全を政事し、糖尿病の治療に応用できるも
のと考えられる。
【結静】 miR-494は骨格筋において、 mtTFA、 Foxj3に直接結合し、その発現を転写後
調節することでミトコンドリアのバイオジュネシ刈こ関与していることを明らかにし
た。
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骨格筋におけるミトコンドリアの機能不全が糖尿病発症の原因となること
が示唆され、ミトコンドリアの圭的調節や機能的調節の研究が行われている
が、いまだ十分には解明されていない。一方、 microRNA (約20bpの1本
鎖non-coding RNA)は標的遺伝子の31非翻訳領域に盾合して発規を転写後
に調節するが、骨格筋においてもmicroRNAが様々な遺伝子の発現調節に
関わっている。本論文では骨格筋ミトコンドリアのバイオジェネシスにおけ
るmicroRNAの役割を検討した。
その結果、次のことを明らかにした。 1)培養C2C12筋芽細胞(マウス
骨格筋由来)において、 microRNAのうち、 miR-494は遺伝子mtTFA (ミ
トコンドリアDNAの複製に関与)とFo由3 (遅筋の分化に関与)に結合し、
その発現を転写後調節することでミトコンドリ・アのバイオジュネシスを制御
する。 2) miR-494は持久運動(マウス)におけるミトコンドリアのバイ
オジェネシスにも関与する。
この研究成果から、骨格筋におけるミトコンドリアの畳的な機能不全の改
善牡として、 miR-494発現圭の低下やその働きの阻事が考えられ、音の方
法の糖尿病治療への応用が期待される。
よって本論文は博士(医学)の学位論文に値するものと認められる。なお
申請者は最終試験(論文内容に関連した離間)に合格した。
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